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RESUMO

Mendonga ECC. Influéncia da contaminagéio do campo operatdrio na resisténcia de unido a
dentina [dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

Os estudos sobre contaminagdo apresentam dificil comparagdo devido a variedade dos
delineamentos experimentais como o tipo de substrato testado, o momento na sequéncia do
procedimento adesivo em que a contaminag@o acontece ¢ a forma como essa contaminagio ¢
tratada de maneira a limpar este campo operatorio. Assim, novos estudos fazem-se
necessarios para investigar com maior profundidade as condi¢des ja descritas na literatura e
assim, obter um protocolo de conduta mais seguro para lidar com a contaminacdo. Esse
estudo objetivou analisar,através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), a interface
adesiva de restauragdes realizadas com sistema adesivo autocondicionante de dois passos
(Clearfill SE Bond — Kuraray), contaminadas por sangue em dois momentos diferentes,
recebendo essa contaminac¢ao dois tratamento distintos. Para tanto foram selecionados 15
molares humanos que foram divididos em 5 grupos experimentais (n=3): G1 — controle (sem
contaminacao); G2 — contamina¢do antes do primer, com tratamento de lavagem e secagem;
G3 — contaminagdo antes do primer com tratamento de secagem; G4 — contamina¢io apos
bond fotopolimerizado com tratamento de lavagem e secagem; G5 — contaminag@o apos bond
fotopolimerizado com tratamento de secagem. Os dentes foram submetidos ao corte do tergo
oclusal da coroa para obtencdo de superficie dentinaria plana. Essa superficie foi regularizada
com lixas SiC e a camada de esfregaco padronizada foi obtida com lixa SiC #600 por 1 min.
Os espécimes foram contaminados, de acordo com 0s grupos experimentais, com sangue
obtido de um tnico doador — o préprio autor — armazenado em tubos Vacuette® com heparina
sodica e utilizado em até 7 dias. Entdo foram restaurados com uma camada de resina flow
(Filtek Z-350 Flow — 3M-ESPE) e duas camadas de resina microhibrida (Filtek Z-350 — 3M-
ESPE). Apds a construgdo dos espécimes, estes foram seccionados ao meio e passaram por
preparo para analise em MEV. Os resultados obtidos foram descritos de duas formas: Analise
Morfologica: onde foram observadas alteragdes na formagio da camada hibrida (CH) em
grupos com a presenca do contaminante, ¢ Analise Morfométrica, que foi analisada

estatisticamente, e pode-se constatar uma relagdo entre a presenca do contaminante e a



diminui¢do do tamanho de tags em pm, quando comparados ao grupo controle (p < 0,05).
Adicionalmente, foi observado que o tratamento de lavagem com 4agua ndo foi suficiente para

reestabelecer a formagdo de camada hibrida semelhante a observada no grupo controle.

Palavras-chave: Contaminacdo do campo operatério.Dentina.Sangue. Adesivo auto-

condicionante.Microscopiaeletronica de varredura.



ABSTRACT

Mendonga ECC. Influence of the contamination of the operatory Field at dentin bonding
strength [dissertation]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

Studies on contamination are difficult to compare due to the variety of experimental designs
as the type of substrate, the time when contamination takes place during the adhesive
procedure and how this contamination is treated in order to clean the operatory field. Thus,
further studies are needed to investigate more thoroughly the conditions described in the
literature and obtain a protocol to deal with contamination. This study aimed to observe, by
scanning electron microscopy (SEM), the interface of adhesive restorations performed with a
two-stepself-etching adhesive system (Clearfill SE Bond - Kuraray), contaminated with blood
at two different times, receiving two different treatment to the contamination . Therefore, 15
selected human molars were divided into five experimental groups (n = 3): G1 - control (no
contamination), G2 - contamination before primer, and rinsing and drying treatment, G3 -
contamination before priming treatment, thendrying; G4 - contamination after light curing
bond, rinsing and drying treatment; G5 - after light curing bond and drying. The teeth were
then seccioned in order to obtain a flat dentin surface. This surface was regularized with SiC
sandpaper and a standardized smear layer was obtained with SiC sandpaper # 600 for 1 min.
The specimens were subsequently contaminated, according to the experimental groups, with
blood obtained from a single donor - the author —stored inVacuette ® tubes with sodicheparin
and used within 7 days. They were restored with a layer of flowable composite (Filtek Z-350
Flow - 3M-ESPE) and two layers of microhybridresin (Filtek Z-350 - 3M-ESPE). After
construction, the specimenswere divided in two, exposing the center of restorationand passed
through preparation for SEM analysis. The results were described in two ways:
Morphological Analysis where changes were observed in hybrid layer (HL) formation of
groups in the presence of the contaminant, and Morphometric Analysis, which was analyzed
statistically andaassociation between presence of the contaminant and a decreasing size of
tags was found when compared to the control group (p < 0.05). Additionally, it was observed
that treatment of washing with water was not sufficient to restore the formation of hybrid

layer similar to that observed in the control group.



Keywords: Contamination of the operatory field. Dentin.Blood. Self-etch Adhesive system.

Scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

O uso do isolamento absoluto esta intimamente associado a um atendimento odontolégico
de excelente qualidade e representa uma forma de controlar que umidade proveniente de
fluidos bucais atinja o campo operatorio. Alcangar esta condigdo durante o procedimento
restaurador ¢ mandatério para obter resultados finais em restauragdes com resina composta
compativeis com os padrdes de exceléncia. Entretanto, algumas situagdes clinicas dificultam a
colocagdo do isolamento absoluto ou mesmo, sua eficacia quando em posigao; por exemplo:
em preparos cavitarios onde a margem extende-se proximo a gengiva ou em nivel subgengival

¢ durante a restauragdo de lesdes cervicais ndo cariosas ou lesdes em raiz.

Adicionalmente, um ntimero aproximado de apenas 17%" ? dos profissioonais usam o
isolamento absoluto na pratica clinica didria.Dentro deste contexto, a contamina¢do do campo
operatorio por fluidos bucais ¢ uma situacao recorrente na pratica da odontologia, enfatizando

o valor de estudos acerca deste assunto.

A influéncia da contaminagdo do campo operatorio por sangue pode ser atribuida ao seu

r e 3 . ’ . A .
alto contetido protéico que, aliado as macromoléculas como fibrinogénio e plaquetas, podem
formar um filme sobre a superficie dentinaria obstruindo a penetragdo do sistema adesivo nos

, -, . 4
tibulos dentinarios.

Estudos recentesrelatam que sistemas adesivos hidrofilicos s3o menos sensiveis a
contaminacdo por saliva quando comparados aos agentes de unifio hidrofébicos. Sistemas
adesivos auto condicionantes ganharam popularidade entre os dentistas na pratica clinica por
serem de facil aplicacdo, reducdodotempo operatério, ndo ser necessario lavar apos aplicagdo
de acido fosforico, e eliminar o problema da super- ou sub- secagem da dentina, além de
apresentar menor sensibilidade pds operatoria para o paciente.Entretanto, os efeitos da

contaminacdo por sangue nesses sistemas adesivos ndo estdo completamente esclarecidos.

Os estudos sobre contaminagdo apresentam dificil compara¢do devido a variedade dos
delineamentos experimentais como o tipo de substrato testado, 0 momento na sequéncia do
procedimento adesivo em que a contaminag@o acontece ¢ a forma como essa contaminagio ¢

tratada de maneira a limpar este campo operatdrio. Ha ainda alguns tratamentos propostos na
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tentativa de reverter o efeito da contaminagdo,eos resutados foram conflitantes. Foi observado
também que, a maioria dos estudos acerca da contaminagdo por sangue durante o
procedimento adesivo estdo relacionados a fixagdo de braquetes ortodonticos. Todas essas
variaveis podem ter grande importanciana variagdo dos resultados de resisténcia de unido

obtidos — refor¢ando a dificuldade de obter consenso através da literatura.

Assim, novos estudos fazem-se necessarios para investigar com maior profundidade as
condi¢des ja descritas na literatura e assim, obter um protocolo de conduta mais seguro para

lidar com a contaminagio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em 1982, Pashley et al.’ estudaram os efeitos do plasma na permeabilidade dentinaria,
concluindo que este contaminante reduzia efetivamente o fluxo do fluido dentinariodentro dos

tibulos da dentina.

Em 1988, Pashleyet al.® concluiram que a contamina¢io com sangue antes da aplicago
do sistema adesivo, em superficie previamente condicionada ou nfo, diminuiu a resisténcia de
unido(RU) do adesivo tanto in vivo quanto in vitro. Os autores indicaram que a RU poderia
ser recuperada re-preparando a regido de dentina contaminada com um instrumento cortante

rotatorio (ICR).

Em 1993, Xie et al.” também concluiram que o sangue presente como contaminante
durante a aplicacdo de sistema adesivo do tipo condicione-e-lave, teve efeito deletério na RU.
Ressalta-se que este ensaio foi realizado apos a realizag@o do condicionamento acido, sendo o
contaminante tratado com secagem. Porém, quando esta mesma situacdo de contaminagdo era
tratada com a lavagem do campo operatdrio, seguida de secagem e recondicionamento acido,

os valores de RU obtidos eram semelhantes ao do grupo controle (sem contaminagdo).

Miles et al.g, em 1994, avaliaram a influéncia da contaminagdo de sistemas adesivos do
tipo condicione-e-lave de terceira geracdo, que foram utilizados para o selamento de apices
radiculares seccionados. Neste trabalho, a contaminag@o ocorreu antes da aplicacdo do primer
e nenhum tratamento foi aplicado na tentativa de remover o contaminante, mostrando
resultados de RU menores do que o grupo controle (sem contaminagdo). Apenas o adesivo a
base de 4-metacriloxietil trimetilato anidro (4-META) néo sofreu influéncia da contaminag&o.
Este componente, por conter grupos quimicos hidrofilicos e hidrofobicos, permeia a dentina,

apesar de o campo operatdrio estar contaminado.

Powers et al.*, em 1995, utilizaram o sistema adesivo do tipo condicione-e-lave (Gluma
2000)e resina composta hibrida para testar a influéncia de varios contaminantes na RU, dentre
eles, o sangue. O contaminante foi aplicado antes do condicionamento da dentina e, na

presenga deste, os valores de RU apresentados foram de 20% a 100% menores que os valores
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do grupo controle. Os autores afirmam ainda que quando a superficie contaminada ¢

recondicionada os valores de RU obtidos sdo similares aos do grupo controle.

Abdalla e Davidsong, em 1998, avaliaram a influéncia de contaminantes em sistemas
adesivos de fraco Unico. A contaminagdo com sangue ocorreu apds o condicionamento acido
e recebeu como tratamento a secagem, obtendo valores de RU menores do que os do grupo
controle para todas as marcas comerciais testadas. Além do teste de resisténcia de unifio, neste
estudo também foi analisada a interface adesiva através de microscopia eletronica de
varredura (MEV). Os autores demonstraram uma relacdo direta entre os menores resultados

de RU e uma menor quantidade de tags de resina formados.

Em 2000, Dietrich et al.' analisaram a influéncia da contaminagdo por sangue em
sistema adesivo do tipo condicione-e-lave em restauragdes “sanduiche” (restauradas com
iondmero de vidro e resina composta) comparadas com restauracdes convencionais (sistema
adesivo e resina composta) em preparos com a margem gengival 1 mm abaixo da jungdo
esmalte-cemento. A contaminac¢do ocorreu ap6so condicionamento acido e foi tratada apenas
com secagem, indicando aumento da microinfiltracdo nas restauragdes convencionais
contaminadas. Nas restaura¢des do tipo “sanduiche”, os resultados de microinfiltracdo nfo

foram influenciados pelo fator contaminacgao.

Ainda em 2000, Kaneshima et al.'' objetivaram determinar em qual momento da
aplicag@o de um cimento resinoso a contaminagao com sangue seria mais deletéria. Para tanto,
foram utilizados trés tipos de condicionamento da superficie dentinaria: primer auto-
condicionante, condicionamento com dacido fosforico seguido de aplicagdo do primer e
condicionamento com acido fosforico e aplicagdo de solugdo de hipoclorito de sédio a 10%,
seguido de aplicagdo do primer. A contaminagdo ocorreu antes ¢ depois de cada
condicionamento de superficie descrito e os resultados mostraram que sempre que a
contaminacdo ocorria antes do condicionamento da superficie, independente do tipo de
condicionamento, ela ndo exercia influéncia nos resultados de RU. Porém, os resultados de
RU eram menores quando a contaminacdo ocorria apés o condicionamento ¢ era apenas
lavada com 4agua, sem a reaplicacdo do agente condicionante. Na condi¢do em que o
contaminante que foi aplicado ap6s o condicionamento da superficie, os valores de RU foram
recuperados quando o contaminante foi lavado, a superficie re-condicionada e o primer re-
aplicado. Este estudo mostra claramente a importdncia do momento da contaminagdo na

analise dos resultados. E importante ressaltar que dentre os trabalhos descritos na literatura,
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cada um deles utiliza materiais, tratamento ¢ momentos de contaminacdo diferentes,

dificultando a comparag¢do e a adog@o de um padrdo de conduta para este tipo de situag@o.

Em relagdo ao tipo de sangue utilizado, a maioria dos trabalhos estudados utiliza como
contaminante sangue fresco de um tnico doador 2. Devido a dificuldade de obtencdo desta
amostra, alguns trabalhos comeg¢aram a utilizar sangue venoso armazenado com algum
anticoagulante'”. A influéncia do tipo de sangue utilizado na contaminagdo, entretanto, ainda
ndo havia sido estabelecida. Assim, em 2002, Dietrich et al."? compararam sangue fresco com
sangue heparinizado, utilizado como contaminante apds o condicionamento acido, verificando
que existe diferenca entre os resultados de adaptacdo marginal analisados com MEV,

recomendando que o sangue fresco fosse utilizado para estudos in vitro.

Em 2003, van Schalkwyket al.”® estudaram o comportamento de dois sistemas adesivos
de frasco Unico quando o campo operatorio foi contaminado apds o condicionamento com
acido fosférico e o contaminante foi apenas seco, ndo recebendo qualquer outro tratamento.
Os resultados dos grupos contaminados com sangue mostraram diminui¢do da RU quando

comparados ao grupo controle (sem contaminag¢ao).

Em 2004, Eiriksson et al.'* estudaram a influéncia da contaminagio com sangue na
resisténcia de unido de incrementos de resina utilizando dois sistemas adesivos distintos:
condicione-e-lave e auto-condicionante. A contaminacdo para ambos os sistemas adesivos
ocorreu apos a fotopolimerizagdo do material, tendo sido aplicados trés tratamentos: secagem
do sangue, lavagem do sangue e secagem, lavagem do sangue e secagem com reaplicagdo do
sistema adesivo. Os resultados mostraram que o sangue seco na superficie do material
restaurador € prejudicial a RU dos incrementos de resina. Ainda assim, o tratamento de
lavagem, independente da reaplicacdo do sistema adesivo ou ndo foi efetivo para restaurar os

valores de RU dos grupos contaminados para os valores do grupo controle.

Yoo e Pereira', em 2006, avaliaram a influéncia da contaminacdo com sangue apés a
fotopolimerazacdo de um sistema adesivo auto-condicionante de frasco unico aplicando dois
tratamentos diferentes para este contaminante: 1. Reaplicagdo do sistema adesivo diretamente
sobre a contaminagéio e 2. Lavagem do sangue, seguido de secagem e reaplicagdo do sistema
adesivo. Para ambos os tratamentos, os valores de RU foram menores do que os valores de
RU do grupo controle, mostrando que nenhum tratamento proposto foi eficaz quando a

contaminacdo ocorreu nas condi¢des apresentadas neste estudo.
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Raffaini et al.'

, em 2008, estudaram o efeito da contaminagdo com sangue em dentes
deciduos utilizando um sistema adesivo do tipo condicione-e-lave de frasco unico. A
contaminacdo ocorreu apos o condicionamento com acido fosforico e esta foi submetida a
quatro tratamentos diferentes: Lavagem do sangue e secagem suave com papel absorvente,
apenas secagem com ar, lavagem e secagem com ar, ¢ sem tratamento. Os resultados mostram
que o sangue influenciou nos valores de RU para todos os grupos contaminados. Os grupos
tratados com lavagem com &gua, entretanto apresentaram valores de RU maiores quando

comparado aos valores dos grupos que receberam o tratamento de apenas secagem ou nenhum

tratamento.

Em 2008, Tachibana'’ estudou a metodologia mais adequada para obtenc¢io, manipulagio
e conservacdo do sangue como contaminante em estudos de contaminagdo do campo
operatdrio. Comparando o uso do sangue fresco ou uso do sangue heparinizado, utilizado
imediatamente, apds 24h e apds 7 dias de armazenamento concluiu-se que ndo existiu
diferenca entre os grupos experimentais, podendo o pesquisador escolher a forma de obtengéo

do contaminante de acordo com sua conveniéncia.
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3  PROPOSICAO

Este trabalho teve o objetivo de analisar qualitativa e quantitativamente, através de
MEV, ainfluéncia da presenga do contaminante na formag@o da interface adesiva de

restauracdes de resina composta realizadas com sistema adesivo auto-condicionante.
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4 MATERIAIS E METODO

Neste estudo in vitro foram utilizados 15 molares humanos permanentes
provenientes Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia da USP. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da FOUSP com parecer favoravel numero 101/08.ANEXO A
e B.

4.1 Preparo da Amostra

A totalidade da amostra (15 molares humanos) foi seccionada em sua face oclusal com
auxilio da maquina de seccionamento de espécimes (Labcut 1010, EXTEC, Einfeld-CT,
EUA) para obten¢do de uma superficie uniforme de dentina (Figura 4.1). Em seguida, a
superficie de dentina foi planificada com auxilio de uma politriz automatica (Ecomet
6/Automet 2 — Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA — Processo FAPESP 03/12182-4) com lixa
de carbeto de silicio (SiC) de granulagao #120 (Buehler, Ltd., Lake Buff, IL, EUA).

Apos a planificagdo, foi realizado o refinamento da superficie com lixas de Carbeto de
Silicio (SiC) de granulagdo decrescente: #240 por 15s, #320 por 15s e #400 por 30s.
Esfregaco padronizado foi obtido com a lixa de granulagfo #600, utilizada por 1min 18 (Figura

4.1-B e Figura 4.2).
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Figura 4.2 - A: Molar humano recém-extraido. B:Seqiiéncia de lixas SiC. C: Espécime apds corte tendo sua
superficie aplainada. D: Imagem da areal de dentina superficial obtida
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4.2 Divisao dos Grupos Experimentais

Os 15 molares humanos foram divididos segundo os grupos experimentais propostos na

Tabela 4.1 (n=3).

Tabela 4.1 - Divisdo dos grupos experimentais (n=3)

Momento da Sem Contaminacio antes do Contaminacgdo apos o bond
contaminac¢io contaminacio primer fotopolimerizado
Tratamento do  Sem tratamento  Lava e seca Seca Lava e seca Seca
contaminante
(Controle)
Grupos Gl G2 G3 G4 G5

4.3 Obtencio do Sangue Heparinizado

O sangue utilizado neste experimento foi obtido a partir de um tnico individuo autor do

trabalho e utilizado unicamente neste estudo.

O sangue venoso foi coletado de uma veia do antebrago mediano. O procedimento de
coleta foi realizado por profissional capacitado, que utilizou materiais descartaveis e
manipulou o material biologico dentro das normas de biosseguranca. Este sangue foi
imediatamente acondicionado em um tubo Vacuette (BD, Sdo Paulo, SP) com capacidade

para 9ml, contendo heparina sédica 17(Figural 4.3-A). Em seguida uma parte foi utilizada para
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contaminacdo do grupo 1 (G1) e o restante foi acondicionado em geladeira a 4°C por até uma
semana ' para ser utilizado nos grupos 2 e 3 (G2 ¢ G3). Os demais grupos (G4 ¢ G5) foram
contaminados com o sangue coletado na semana seguinte a primeira coleta, seguindo os

mesmos padrdes de heparizinagdo e armazenamento.

4.4 Procedimento de Contaminacio dos Espécimes

As faces oclusais planificadas de dentina foram contaminadas em diferentes momentos
do procedimento adesivo, de acordo com a tabela 1. Para tal, foram utilizados, 1,5ul de
sangue heparinizado (Figura 4.3-B), aferido por uma micropipeta (Micropipet, Pipetman,
Gilson Inc., Middleton, WI, EUA) (Figura 4.3-C e D), aplicado sobre a superficie de dentina
com o auxilio de um aplicador descartavel (KGbrush, KG Sorensen, Sdo Paulo, SP) por 30s
’de modo que toda a area preparada fosse recoberta pelo contaminante (Figura 4.3-E). Em

seguida, foram aplicados os tratamentos de acordo com a tabela 4-1.

Para os grupos (G2 e G4) nos quais a contaminagdo receberia lavagem antes da
continua¢do do procedimento restaurador,os espécimes foram lavados com jato da agua da
seringa triplice por 20s a uma distancia de 10 cm e em seguida secos com um jato de ar, livre

de 6leo, por 20s a uma distancia de 10 cm ™.

Para os grupos (G3 e G5), o sangue foi seco com um jato de ar, livre de 6leo, por 20s a
uma distincia de 10 cm “de maneira que se depositasse sobre a dentina uma camada de

sangue seco. Este corresponderia ao pior cenario de contaminagdo do campo operatorio.
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Figura 4.3 -. Contaminagdo dos espécimes: A: Sangue armazenado em tudos Vacuette com heparina. B ¢ C:
Pipeta Graduada em microlitros. D: Captagdo do sangue com a pipeta para ser aplicado no espécime.
E: Sangue seco na superficie do espécime
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4.5 Montagem dos Corpos de Prova

Figura 4.4 - Corpo de prova restaurado

O sistema adesivo autocondicionante de dois passos Clearfill SE Bond (Kuraray, Osaka,
Japao — Lote 01146A Val.:2009/12) foi aplicado seguindo as orientagdes do fabricante. O
primer foi aplicado ativamente por 20 segundos em toda a extensdo da superficie de dentina
com aplicador descartavel (KGbrush, KG Sorensen, Sdo Paulo, SP), seguido de leve jato de
ar, por 5 segundos, para possibilitar a evaporacido do solvente. Em seguida, sobre a superficie
onde foi aplicado o primer, foi aplicada fina camada de resina fluida (bond) com novo
aplicador descartavel, afinada com leve jato de ar e fotopolimerizada com o aparelho

fotopolimerizador (Optilight Plus, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP), por 10 segundos.

Em todos os espécimes, logo apds a aplicagdo do sistema adesivo, um incremento da
resina composta Flow (Filtek Flow Z350 - 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA Cor: Al Lote 7BA
Val: 07/2010) foi colocado sobre a superficie de dentina e fotopolimerizado individualmente
por 20s, com o aparelho fotopolimerizador (Optilight Plus, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP), com
intensidade de luz emitida em torno de 400 mW/cm®. Em seguida, 2 incrementos de resina
composta (Filtek Z350 - 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA, Cor: A2 Lote 8GU Val: 05/2010)

foram colocados sobre a resina flow e fotopolimerizados individualmente por 20s, perfazendo
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um corpo de prova de aproximadamente 5 mm de altura (Figura 4.4). Todos os espécimes

foram armazenados em dgua destilada, em estufa a 37°C, por 24h.

4.6 Preparo da Amostra para Analise em Microscépio Eletronico de Varredura

Findo esse periodo, os espécimes foram levados a uma maquina de seccionamento de
espécimes (Isomet 1000 - Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA -Proc. Fapesp 05/04701-7) e
tiveram suas raizes seccionadas 2 mm abaixo da jun¢do amelo-cementaria (Figura 4.1-E) e a
polpa de cada dente foi removida com o auxilio de uma cureta para dentina. Imediatamente

19, 20 ~
h " e entdo

apos, foram imersos individualmente em solucéo de Glutaraldeido 2,5% por 24
os espécimes foram lavados com solugdo de tampdo fosfato por 15 min, sendo realizada a
troca desta solucdo por 3 vezes, totalizando um tempo total de 1h. Apos este processo, os

espécimes foram lavados com agua destilada por 1 min.

Os espécimes foram novamente secionados na maquina de seccionamento no sentido
mésio-distal (Figura 4.1-H e Figura 4.5). Obtidas as duas metades, a superficie oposta a area
de interesse foi planificada com auxilio da politriz (lixa SiC #120 por 20s) para melhor

estabiliza¢do dos espécimes no momento da analise morfoldgica.

As superficies de interesse de cada metade dos espécimes foram lixadas com o auxilio da
politriz automatica (Ecomet 6/Automet 2 — Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) com a seguinte
seqiiéncia: lixas d’agua #600 por 20s, #1200 por 20s, #4000 por 20s. Ressalta-se que os
espécimes foram enxaguados em agua entre as lixas. Em seguida, as superficies foram polidas
com pasta diamantada para polimento 3pm (Buehler, Ltd., Lake Buff, IL, EUA) com disco de
feltro por 10s. Para limpeza final dos residuos provenientes do processo de polimento, os
espécimes foram imersos em agua destilada e levados a cuba ultrassonica por 10 min,

havendo uma troca da agua na metade do periodo.

De posse dos espécimes devidamente limpos, foi realizado o condicionamento acido da

superficie de interesse para exposi¢do dos tags de resina. Este procedimento foi feito
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aplicando acido fosforico 37% por 20s sobre a superficie de cada espécime individualmente,
seguido de lavagem com 4agua da seringa triplice por 30s. Em seguida, os espécimes foram

imersos individualmente em solug¢do de Hipoclorito de Sodio 1% por 30min e entdo lavados

G GH1 I
(metade V do N
{ v espécime 1 do ‘

grupo #) ‘

com agua por 30s.

G#1

(metade | do (_
R espécime 1 do l

grupo #)

_//

Figura 4.5 - Armazenamento individual de cada metade do espécime e numeragao conforme a figura

Apos estas etapas, os espécimes foram imersos em solucdo de glutaraldeido 2,5% (SPI —
CHEN - Spi supplies, West Chester,PA, EUA) por 2 horas para fixagdo e depois lavados com
solucdo de tampao fosfato de sédio 0,1M, pH7,4 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) com 3

lavagens de 5min cada, sendo que a solugfo era descartada apds contato com os espécimes.

Na fase de desidratagdo, todos os espécimes foram armazenados individualmente e
passaram pela seguinte seqiiéncia: Alcool 30% por 10min (duas imersdes de Smin); Alcool
50% por 10min (duas imersdes de 5Smin); Alcool 70% por 10min (duas imersdes de 5min);
Alcool 90% por 10min (duas imersdes de 5min); Alcool 96% por 10min (duas imersdes de

5min); Alcool Absoluto por 20min (quatro imersdes de Smin).

Para secagem dos espécimes foi utilizado hexadimetil disilazona (HMDS — Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 10mim, sendo este descartado em local apropriado apds o

uso. Apds 20min os espécimes foram secos com papel absorvente.

Apds o preparo para microscopia, cada espécime foi colado com fita dupla face em stubs
de aluminio e cobertos com fina pelicula de ouro e entdo observados num microscopio
eletronico de varredura (JEOL 6460 — LV, Jeol Ltd. Tokio, Japao — FAPESP Proc.#00/08231-
1) pertencente ao Laboratdrio de Filmes Finos do IFUSP, em aumento padronizado de 500X,

sempre no centro de cada espécime, focalizando a camada hibrida logo acima da cémara
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pulpar. Como cada espécime foi divido em duas metades (Figura 4.5)e ambas foram
analisadas, sendo escolhida a metade que melhor representou o resultado para o respectivo

grupo experimental.

4.7 Analise das Fotomicrografias

®d2-0]= .. otictica g2 2 - Microsoft PowerPoint [ | B |
Home Insert Design Transitions Animations Slide Show Review View [~ e
=y iz = s ™ T
Bk — [ Layout - = Rl R p— 3 Lﬁy Hn # Find
o By B Resat = | . Replace ~
Past: Mew I 8 3 A A = Shapes Arrange Quic
< Slide ~ = Sedt B oL 0 ALy 8 = & i l§ Sefect~
Clipboard ides o Editing
-
I— Icm
— cm
-
Arm =50 £S>1lcmi=1 qu_ +
| Slide10f2 | “Office Theme™ | Portuguese Brazil) | |[Elsm e T o1 (0 (- (1 (3

Figura 4.6 - Tela do Microsof PowerPoint 2007 mostra a grade com quadriculado de lcm?® sobre a imagem da
fotomicrografia com aumento de 168% e a equivaléncia do quadriculado em centrimetros quadrados
e a escala presente na fotomicrografia

Apds obtidas e selecionadas 3 fotomicrografias de cada grupo (1 de cada espécime) estas
foram analisadas qualitativamente (analise morfoldgica) e quantitativamente com o auxilio do

software Microsoft Office PowerPoint 2007 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA) %!
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(analise morfométrica). Os dados provenientes da analise morfométrica serdo avaliados

estatisticamente.

4.7.1 Andlise Morfométrica

Utilizando o software de criagdo de slides, foi criado para cada fotomicrografia um
arquivo especifico. O slide foi padronizado com um formato de 25cm x 19c¢m e a imagem foi
posicionada no slide com aumento padronizado de 168% sob uma grade de 25 x 19 cm com
quadrados de Icm®. Num primeiro momento foi feita a equivaléncia da escala presente na
imagem com o quadriculado (Figura 4.6). Entdo a imagem foi girada de forma que a camada
hibrida visivel na imagem coincidice com uma das linhas horizontais da méscara. Esta linha

foi destacada com a cor vermelha (Figura 4.7).
A partir deste ponto, trés analises foram feitas:

1) Frequéncia de Tags Resinosos: numero de quadrados nos quais era possivel ver a
formacdo de tags de resina divididos pelo numero total de quadrados que compreendia a

camada hibrida da imagem em questdo (Figura 4.7);

2) Densidade de Tags por cm: Numero de tags em cada quadrado, somados e divididos
pelo numero total de quadrados que possuiam tags na camada hibrida da imagem em

questdo(Figura 4.7);

3) Comprimento médio de Tags em um: Comprimento maximo de tags foi marcado em
cada coluna e entdo a soma desses valores foi dividida pelo ntimero total de quadrados que
possuiam tags na camada hibrida da imagem em questdo(Figura 4.7). O valor obtido foi
convertido para um a partir da referencia de escala dada pela propria imagem, obtendo assim

o valor médio do comprimento em um (Figura 4.6).
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Figura 4.7 - Tela do Microsof PowerPoint 2007 mostra a imagem da fotomicrografia rotacionada de forma que a
camada hibrida coincida com a linha vermelha e mostra também a contagem de tags tanto em

frequécia, como em densidade e comprimento

Os dados obtidos na analise morfométrica foram submetidos ao teste de analise de

varidncia (ANOVA de um fator) seguida pelo teste de Tukey para comparagdo entre os

grupos. A andlise estatistica foi realizada com o software Minitab (Minitab Inc., State

College, PA, EUA), sendo que o nivel de significancia adotado foi o de 5% (p < 0,05)
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Morfolégica

Os espécimes dos grupos experimentais foram fotografados com aumento padronizado
de 500X. Neste trabalho optou-se por mostrar a imagem de cada um dos trés especimes de
cada grupo experimental agrupadas, trés imagens, uma para cada grupo A, B e C. De uma
maneira geral, em todas as fotomicrografias pode-se observar os constituintes da interface
dentina-resina: resina composta do tipo flow (RF), sistema adesivo (SA), camada hibrida

(CH) e dentina (D).
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No grupo G1 (controle) (Figura 5.1), sem a presenca do contaminante, observa-se a
formag@o de camada hibrida (CH) integra, com presenga de tags em toda sua extensdo. Ha
também tags longos e integros (seta laranja). Ressalta-se que neste grupo foi observado o
maior numero de tags (densidade de tags/cm) ao longo da extensido da CH quando comparado

aos demais grupos experimentais.

G1 - Grupo controle (sem comamin‘agéo)

RN \ :
\

Figura 5.1 - Fotomicrografias do grupo G1. Setas laranjas indicam tags de resina longos. Camada hibrida integra
com tags em toda extensdo (A, B e C)
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No grupo G2(Figura 5.2), onde a contaminac¢do ocorreu antes do primer ¢ o tratamento
foi lavagem e secagem, observam-se tags de resina mais curtos (seta laranja) ¢ em menor
nimero quando comparados com os tags observados no grupo controle. Neste grupo ndo ha

formag8o de tags em toda extensdo da CH (seta vermelha) como observado no grupo anterior.

G2 - Contaminag¢do antes do SA (lava e seca)

Figura 5.2 - Fotomicrografias do grupo G2. Seta laranja indica tags mais curtos que os do grupo G1. Seta
vermelha indica regides com auséncia de tags na camada hibrida.
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No grupo G3 (Figura 5.3), onde o contaminante foi aplicado antes do primer ¢ tratado
com secagem, foi observado CH homogénea semelhante a do grupo G1, quanto a presenga
constante de tags ao longo da CH. No que se refere a quantidade de tags de resina, observa-se
menor numero quando comparado ao Gl. A principal diferenga notada neste grupo ¢ a

formac@o de tags curtos (seta laranja).

A G3 - Contaminagao antes do SA (seca)

Figura 5.3 - Fotomicrografias do grupo G3. Setas laranjas indicam tags mais curtos que os do grupo G1
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No grupo G4 (Figura 5.4), onde o sangue foi aplicado apos a fotopolimerizagdo do
sistema adesivo lavado com agua e seco com ar, observa-se um defeito entre a camada de
adesivo e resina flow (seta azul A, B e C), identificando-se que a falha ocorre no local onde
foi depositado o contaminante. Neste grupo os tags de resina tém formagio (seta laranja A, B
e C) e freqiiéncia semelhante ao grupo G3, entretanto seu comprimento é maior. Observa-se

ainda que, em apenas um espécime deste grupo (C), a camada hibrida e os tags de resina

foram destacados da dentina (seta verde) deixando toda a extens@o dessa falha sem formacgao

de CH (seta vermelha).

Figura 5.4 - Fotomicrografias do grupo G4. Setas laranja indicam tags mais curtos do que os do grupo G1. Setas
vermelhas indicam ausencia de tags ao longo da camada hibrida. Setas verdes indicam o
destacamento da camada hibrida e dos tags da dentina. Setas azuis indicam presenca de sangue
destacando a camada de adesivo da camada de resina
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No grupo G5 (Figura 5.5) observa-se comportamento heterogéneo entre os espécimes
deste grupo. Ao mesmo tempo se identifica a formagdo de tags de resina de comprimento
curto (A e C) e longo (B) (seta laranja). Em relagdo a forma¢do da CH neste grupo, o mesmo
comportamento heterogéneo foi observado, identificando-se formacdo de CH continua com
presencga de tags (A e B) enquanto em outro espécime (C) ha regides da CH sem a presenca de
tags de resina (seta vermelha). Ressalta-se neste grupo que a dimensdo da falha observada

entre o SA e a RF € maior do que as observadas no grupo G4, além da presenca de residuos.

Figura 5.5 - Fotomicrografias do grupo GS5. Setas laranjas indicam tags mais curtos do que os do grupo Gl1.
Setas vermelhas indicam ausencia de tags ao longo da camada hibrida. Setas azuis indicam presenga
de sangue destacando a camada de adesivo da camada de resina
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5.2 Analise Morfométrica

Os dados obtidos através da analise morfométrica feita com o Microsoft PowerPoint 2007
(Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA) foram tabulados em planilhas no Microsoft Excel
2007 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA) e os resultados obtidos foram analisados de
forma descritiva. A partir das tabelas foram confeccionados graficos do tipo barra para ilustrar
a situagdo encontrada em cada grupo. Os dados analisados foram: Freqiiéncia de tags de
resina em percentual (Figura 5.6) Densidade de tags presentes na camada hibrida por cm

(Figura 5.7) e Comprimento Médio de tags em pm (Figura 5.8).

O resultados da ANOVA de um fator indicou nido haver diferengas estatisticas
significantes entre os grupos experimentais para as condi¢des Freqiiéncia de Tags de Resina
(F=0,75 e p=0,581) e Densidade de Tags (F=1,55 e p=0,261). Contudo, houve diferenca
estatisticamente significante para a condigdo Comprimento de Tags (F=5,71 e p=0,012). Ao
comparar 0os grupos entre si, detectou-se maior comprimento de tags para o grupo G1, onde
ndo houve contaminacgio, do que em todos os demais grupos experimentais (contaminados).
Analisando as demais comparagdes pertinentes ao estudo, observou-se ndo haver diferenga
entre os grupos contaminados, com todos eles apresentando tags de comprimento reduzido

(Figura 5.8).



5.2.1 Freqiiéncia de Tags de Resina
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Figura 5.6 - Gréfico da frequencia media de tags na camada hibrida em percentual. As linhas verticais indicam o
desvio padrdo. Letras iguais mostram ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os

grupos



45

5.2.2 Densidade de Tags

DENSIDADE DE TAGS NA CAMADA HiBRIDA POR CM
3,50
3,00
2,50
EG1
2,00 uG2
1,50 mG3
1,00 mG4
G5
0,50
0,00
MEDIA DA DENSIDADE DE TAGS POR GRUPO

Figura 5.7 - Densidade de tags presentes na camada hibrida por cm. As linhas verticais indicam o desvio padrao.
Letras iguais indicam ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos



5.2.3  Comprimento Médio de Tags
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Figura 5.8 - Comprimento médio de tags (em pm) por grupo experimental. As linhas verticais indicam o desvio
padrdo. Letras diferentes demonstram haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos
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6 DISCUSSAO

A contaminag¢do com sangue e saliva ¢ uma questdo importante durante o tratamento
9,22 - o ;o . 9, 12, 14, 23-
restaurador especialmente quando ndo € possivel instalar o isolamento absoluto
%0 Varios fabricantes recomendam que, em caso de ndo ser possivel a isolamento total, ma
tentativa de manter o campo seco deve ser feita através de isolamento relativo com rolos de
algoddo”’. Preparos com margens subgengivais sdo considerados particularmente propensos a

6, 28-33

contaminacdo com sangue durante procedimentos clinicos que pode levar a ocorréncia

. . ~ o roio 14,2
de microinfiltracdo e carie secundaria '*2°.

Estudos a respeito dos efeitos de diferentes contaminantes, tais como, agua, saliva,
plasma, oleo lubrificante de pegas de mio e/ou micromotor, cimentos a base de eugenol,

3, 6, 34-36

outros cimentos temporarios, na adesdo aos tecidos dentais mostram que a

contamina¢do com plasma reduz a RU em esmalte (33%) e dentina (70%). Autores 6. 9. 24.
*"postulam que o conteudo protéico de alguns contaminantes pode impedir que os mondmeros

penetrem tanto nas retengdes de esmalte, como na rede de colageno de dentina exposta,

reduzindo a adesdo.

O tipo de sistema adesivo, o momento da contaminagio, o tipo de substrato, o tipo de
sangue (fresco ou com anticoagulante), bem como outros fatores de variagdo presentes nos
estudos que investigam os efeitos da contaminagdo com sangue nas restauragdes adesivas,
dificultam as compara¢des entre os trabalhos, tornando o assunto complexo e n#o

112,26
esclarecido ~ .

Os sistemas adesivos auto-condicionantes tornaram-se muito populares devido a sua

facilidade de aplicagdo; menor numero de componentes e de passos operatorios; o conceito
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de “ndo-lavagem”, que elimina o problema de excesso de secagem ou excesso de umidade
presente na dentina; reducéio da sensibilidade pds-operatdria; e a menor sensibilidade técnica

. \ ~ . . . 23, 37-39
associada a adesdo a uma matriz colagena desidratada™

. Quando os preparos cavitarios
sdo restaurados sem o uso do isolamento absoluto, o sangramento gengival pode ocorrer apos

a lavagem do acido fosforico, que acidentalmente pode entrar em contato com a margem

. - . . .. 32
cavosuperficial do preparo; o que ndo ocorre quando se utiliza adesivo auto-condicionante™.

Estudos experimentais comparativos de varios sistemas adesivos auto-condicionantes
demonstraram desempenho adesivo superior do Clearfil SE Bond em esmalte ¢ dentina
superficial ou profunda®. Desta forma, uma avaliagio dos efeitos da contaminacio com

sangue acerca deste adesivo especificamente seria fundamental.

A maioria dos estudos acerca da influéncia da contaminacdo com sangue na RU sdo
realizados em esmalte e voltados para a adesdo de brackets ortodonticos. Neste contexto,
Reynolds*' afirma que uma forga de adesdo de no minimo 6 a 8 MPa seria capaz de suportar
as forcas ortodonticas. Entretanto esses valores de MPa podem ser aplicados apenas para
estudos em ortodontia, fazendo com que os resultados ndo possam ser comparados com
estudos na area de dentistica restauradora. Ressalta-se ainda que na area de dentistica existem

1, 14, 15
estudos ° "

sobre a contaminagdo com sangueespecificos com adesivos auto-
condicionantes sdo poucos, dada a importancia deste tipo de adesivo na atualidade devido a

A . . . . .4
tendéncia de simplificar o procedimento adesivo .

Dietrich et al.'” em 2002 ressaltaram o fato de que o sangue armazenado com
anticoagulante poderia alterar os resultados dos valores de RU obtidos nos estudos com
ensaior de resisténcia a tragdo. Entretanto, Tachibana'’ em 2008 mostrou com seu trabalho
que ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre grupos contaminados com sangue

fresco ou heparinizado para teste de micro-cisalhamento. Desta forma, devido a facilidade de
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uso, neste estudo foi utilizado sangue obtido de doador unico, armazenado em tubos com

anticoagulante.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a contaminagdo com sangue resulta em
uma camada hibrida diferente, quando comparada a formada na auséncia do contaminante,
especialmente no que se refere ao tamanho dos tags de resina formados. Abdalla et al.” em
1998confirmam estes resultados observando relacdo direta entre reducdo de RU e formacgéio
de tags resinosos de menor comprimento. Outra suposi¢do para os resultados observados
reside no fato das proteinas do sangue se depositarem sobre a dentina prejudicando a

permeacdo do sistema adesivo®.

Observou-se ainda neste trabalho que quando a contaminagdo com sangue ocorre apos a
fotopolimeriza¢do do bond (G4 e GS5), resultados morfoldgicos diferentes foram observados,
identificando-se a presenca de falha na interface resina flow-sistema adesivo ndo observada
nos demais grupos experimentais. Estes resultados diferentes podem estar relacionados com a
menor espessura total do bond™* ou com ruptura da superficie de oxigénio livre presente na
camada ndo totalmente polimerizada do bond. Entretanto, o efeito da ruptura da camada néo-

polimerizada ndo esta completamente esclarecido .

Assim, considera-se fundamental a utilizagdo de isolamento absoluto para a obtengdo de

restauragdes adesivas de boa qualidade.
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7 CONCLUSOES

A presenca do sangue durante a realizagdo do procedimento adesivo interferiu na
formacdo da CH, independente do momento operatorio em que ela ocorreu. O contaminante

foi o responsavel pela formagdo de tags de resina de menor tamanho.
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ANEXO A

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FOUSP (1)

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Odontologia

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DE APROVAGCAO
Protocolo 101/2008

O grupo de trabalho indicado pelo Comité de Etica em
Pesquisa APROVOU o protocolo de pesquisa: "Influéncia do efeito do
Laser de Er:YAG e da clorexidina na limpeza da contaminacdo do campo
operatério na resisténcia de unido a dentina — estudo longitudinal”, de
responsabilidade do(a) Pesquisador(a) Ellen Cristina de Carvalho
Mendonga, sob orientacéo da Professor(a) Doutor(a) Adriana Bona Matos.

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados
a este Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término copia do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta,

identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S30 Paulo, 11 de agosto de 2008

Prof. Dr. Joii6 Gualberto de Chraueira Luz

Coordenador do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 0 Oliveira".
S#o Paulo - SP {
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
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ErYAG e da clorexiding na limpeza dd contaminacdo do campe
operatério na resisténcia de unido & dentina — estude longitudinal”,
para: “Influencia da contaminagdo do campo operatdrio nd
resisténcia de unido & denting", de responsabilidade  da
Pesquisadiora Ellen Cristina de Carvalhe Mendonga, sob crientagdo
da Profa. Dra. Adriana Bona Matos, aprovado pelc Comité de
Efica em Pesguisa da Faculdade de Qdontolegia da Universidade
de Séio Paulo Protocolo 101/2008.

580 Paulo, 21 de maic de 2010.
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Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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